














played  by  the  microenvironment  in  disease  pathogenesis  has  become  increasingly  clear. We 
demonstrated that bone marrow stromal cells and trabecular bone cells sustain survival of leukemic 
B  cells  through  the production of hepatocyte growth  factor  (HGF).  Indeed  the  trans‐membrane 
kinase  receptor  for  HGF,  c‐MET,  is  expressed  on  CLL  cells  and  STAT3  TYR705  or  AKT 
phosphorylation is induced after HGF/c‐MET interaction. We have further observed that c‐MET is 
also highly expressed in a peculiar type of cells of the CLL‐microenvironment showing nurturing 
features  for  the  leukemic  clone  (nurse‐like  cells: NLCs). Since HGF  treatment drives monocytes 
toward the M2 phenotype and NLCs exhibit features of tumor associated macrophages of type 2 we 
suggested  that HGF, released either by cells of  the microenvironment or  leukemic cells, exerts a 
double  effect:  i)  enhances  CLL  cells  survival  and  ii)  drives  differentiation  of  monocytes‐
macrophages to an oriented immune suppressive phenotype. We here discuss how paracrine, but 














serum.  This  observation  suggests  that  prolonged  in  vivo  survival  may  be  due  to  cell‐to‐cell 
interactions  or  soluble  factors,  present  in  the microenvironment,  protecting  leukemic  cells  from 
apoptotic cell death  [4–9]. Therefore,  the attempt of disrupting protective signals provided by  the 
CLL microenvironment represents an attractive avenue to develop novel therapeutic strategies. 
The  interaction  between  hepatocyte  growth  factor  (HGF)  and  its  receptor  c‐MET  regulates 













PCs overexpressing c‐MET characterize a sub‐group of patients showing  low response  to  therapy 
and poor clinical outcome [20]. 
From our studies, first focused to clarify whether various cell types sharing the same embryonic 
origin  (bone marrow  stromal  cells,  osteoblasts,  fibroblasts)  affect  survival  and  expansion  of  the 
leukemic  B  cell  clone,  we  identified  HGF  as  a  novel  factor,  released  from  cells  of  the  CLL‐
microenvironment,  capable  of  protecting  leukemic  cells  from  apoptosis  [21]. We  have  further 
demonstrated that HGF contributes to modify features of monocytes in CLL, driving them toward 
an alternative and immunosuppressive M2 phenotype. Moreover we observed that leukemic B cells 





CLL  cells  themselves,  contributes  to  increase viability of  the  c‐MET+  leukemic  clone  and  further 





chain  inactive pro‐protein,  later cleaved  into  two biologically active chains by plasmatic enzymes 
such as HGF activator (HGFA), thrombin, type II transmembrane enzyme matryptase, hepsin, and 
uPAR  [23].  The  HGF  receptor  c‐MET,  a  receptor  tyrosine  kinase,  is  composed  of  a  50  KDa 
extracellular subunit linked to a 145 KDa chain by a disulphide bond. Binding of biologically active 
HGF  to  c‐MET  induces  receptor  dimerization  and  trans‐autophosphorylation  at  residues 
Y1234/Y1235  in  the activation  loop of  the kinase domain. Subsequent phosphorylation of  the  two 
docking tyrosines, Y1249 and Y1356, in the carboxy‐terminal multifunctional docking region recruits 
several  adaptors molecules  and  transduces downstream  signaling pathways  such  as GRB2, SOS, 
RAS, RAF, MEK, or ERK. Hepatocyte growth  factor/c‐MET  interaction  thus  triggers  a variety of 




differentiated  plasma‐cells  [24].  In  normal  conditions  hematopoietic  progenitors do  not  produce 
HGF, while bone marrow stromal cells (BMSC) are a physiological source of this cytokine. Therefore, 
in physiological conditions, the action of HGF on hematopoietic progenitors is paracrine. However 

















The HGF/c‐MET pathway appears  further  largely activated  in malignant  cells  from primary 
effusion lymphoma (PEL): here the expression of plexin B1 is required for c‐MET‐mediated survival 
of PEL cells. Interestingly, targeting of c‐MET/HGF pathway successfully suppresses PEL diffusion 







responsive  to chemotherapy.  In agreement with  this hypothesis previous  studies have  shown,  in 
other types of NHLs, that tumors characterized by a higher number of proliferating cells respond 
better to chemotherapy [38]. The same authors have demonstrated that in vitro treatment with the 
specific  c‐MET  tyrosine  kinase  inhibitor PHA665752,  induced  apoptosis  of DLBCL  cells  through 




















patients,  as  compared  to  normal  donors,  have  further  demonstrated  that HGF  and  c‐MET  are 
concomitantly expressed in plasma cells. Membranous staining of c‐MET was found in 40% of the 
MM  samples  but  in  none  of  the  10  healthy  individuals  analyzed.  Phospho‐c‐MET was  further 
confined to malignant plasma cells, as opposed to normal plasma cells, thus pointing to activation of 






HGF  and  c‐MET  clearly  contribute  to MM  pathogenesis, while  data  reported  from  various 
authors  about  a  potential  relationship  between  prognosis  and  c‐MET  expression  in  Hodgkin 
lymphomas are instead sometimes discordant [51–53]. Teofili et al. have observed positivity for c‐
MET but not for HGF on Reed Stemberg cells (RS), independently of the presence of EBV infection 
[52]. Moreover  several  reactive  dendritic‐reticulum  cells  showed HGF  positivity while  RS  cells 
expressed only  the  α4  and  α5  integrins,  specifically  activated by HGF  to promote  cell  adhesion. 





suggestions  is  the  report  from  Xu  et  al.  which  described  a  direct  correlation  between  c‐MET 
overexpression and favorable prognosis. However the results obtained from the same authors in in 
vitro experiments appear  in  conflict with  clinical data:  they  in  fact demonstrated  that  the  c‐MET 
inhibitor  SU11274,  in  different HD  cell  lines,  blocked  constitutive  c‐MET  phosphorylation  and 
induced cell cycle arrest at G2/M [55].   
This  brief  overview  outlines  how  upregulated  c‐MET  expression  on  leukemic  cells,  and 
paracrine  but  also  autocrine  release  of  HGF  (Table  1), may  create  favorable  conditions  to  the 
expansion of myeloid and  lymphoid  cells  in hematological diseases. Data  from different authors 
about a relationship between disease outcome and HGF or c‐MET overexpression appear however 
discordant in some types of malignancies (i.e., DLBCL, HD), while for others, such as MM or AML 










HGF  HGFA  Autocrine  Paracrine   
Mantle Cell Lymphoma  −  −  n.d.  −  −  [34]   
Marginal Zone Lymphoma  −  −  n.d.  −  −  [34]   
Follicular Lymphoma  +/−  −  n.d.  −  +  [34]   
Diffuse Large B Cell 
Lymphoma 
+  −  +  −  +  [34,35]   
Chronic Lymphocytic 
Leukemia 
+/−  +/−  +/−  +  +  [21,34,56]   
Burkitt Lymphoma  +/−  −  n.d.  −  +  [30,33,34]   
Primary Effusion Lymphoma  +  +  +  +  +  [30]   
Multiple Myeloma  +  +  +  +  +  [47,48,50]   
Hodgkin Lymphoma  +  −  n.d.  −  +  [51–53]   




The  peripheral  blood  represents  only part  of  the CLL  life  cycle. The  observation  that most 
circulating CLL cells are out of the cell cycle but have undergone a significant number of divisions, 













from Herndon  et  al.  [59] has  also  identified  lymph‐nodes  as  the  anatomical  site  showing higher 









cases. Moreover  only  those  cell  types  capable  of protecting CLL  cells  from  apoptosis  show  also 
mRNA expression for the HGF activator (HGFA), thus suggesting that an active HGF form should 
be available. When we determined the amounts of HGF released by different mesenchymal cells, we 
demonstrated  that  BMSCs,  trabecular  bone  cells  (TBMC)  or  the MG63  osteoblast‐like  cells  line 
produced  high  amounts  of HGF  (range:  5000–10,000  pg/mL), whereas  a much  lower  level was 
released  by  fibroblasts  (HF;  range:  50–100  pg/mL),  as  compared  to  the  absence  of  release  by 
endothelial cells or chondrocytes (HAC). Fibroblasts showed instead production of larger amounts 
of CXCL12  (10,000  pg/mL). Moreover  by  culturing CLL  cells  directly with  exogenous HGF, we 
further provided the direct evidence of HGF pro‐survival activity and demonstrated that HGF/c‐MET 
interaction  stimulated  STAT3TYR705  and  AKT  phosphorylation.  ERK1/2  appeared  instead 
phosphorylated  only  after  the  addition  of  exogenous CXCL12  to CLL  cells. These  findings may 
apparently suggest that two different signaling pathways should be alternatively activated via HGF 
or via CXCL12, after CLL cells cross‐talk with osteoblasts or with fibroblasts, respectively [21]. The 











may  suggest  that high amounts of HGF, present  in plasma  from CLL patients, may derive  from 
different cell types of the microenvironment but also from leukemic cells: as described subsequently, 













±  9.5: CTR‐BMSC:58.8  ±  6.5; CTR‐MG63:47.5  ±  22.9)  using  the  indicated  different  cell  types. The 
reported number of cases used (n) are color‐linked to the relative bars and were used to generate the 
corresponding SD values. SU: SU11274, αHGF:HGF neutralizing moAb L2G7. Statistical significance 































and  IDO, and  that HGF  stimulation  induces STAT3TYR705 phosphorylation. More  importantly, we 








CLL,  myeloid  cells,  infiltrating  the  peritoneal  cavity,  are  skewed  toward  the  M2  phenotype: 
interestingly,  their depletion  by  liposomal  clodronate  resulted  in  a  significant  control  of disease 
development [70]. Additional confirmations of the critical survival support of CLL cells by TAMs 
come also from the study of Galletti et al. These authors, by the use of a CLL/xenograft model, have 
demonstrated  that  targeting  of mono/macrophages  by  either CSFR1  (colony‐stimulating  factor‐1 
receptor) or  liposomal clodronate markedly  inhibited  leukemia development  further  restoring an 
anti‐leukemic phenotype in accessory cells of the microenvironment [71,72]. In addition, it has been 
reported  that  Lyn  deficiency  in 　μTCL1 mouse model  significantly  hinders  leukemogenesis  in 
peripheral blood and lymphoid organs: in particular Lyn deficient macrophages were significantly 
less efficient in supporting CLL cells survival. [73].   
IDO  degrades  trypthophan  into  kynurinine  which,  in  turn,  inhibits  effector  T  cells  and 
stimulates  Treg  expansion.  It  is  of  interest  to  note  that  kynurinine–tryptophan  ratios,  reflecting 
increased  IDO  activity,  have  been  found  higher  than  normal  in  sera  from CLL  patients  [74].  In 
addition  the presence of CD4+CD25+FOXp3+ Treg  cells was  also higher  in CLL patients  than  in 





pg/mL) was  in  fact  detected  in media  from  co‐cultures  and we  confirmed,  by  cytofluorimetric 
analysis, the presence of intracytoplasmic HGF in both CLL cells and NLCs [56]. This finding points 
to a paracrine but also to an autocrine release of HGF in CLL, suggesting a mutual influence of CLL 
and accessory cells viability  through  the action of  this cytokine  (Figure 2).  Indeed similar results, 










the authors  suggest  that MIF  sustained  the expansion of  the CLL  clone  through  interaction with 
macrophages: the  last appeared  in fact reduced  in the spleen and  in BM of the Eμ‐TCL1+/wt MIF−/− 
mice [80]. 
















































The  tumor microenvironment  has  been  recognized  as  a  key  contributor  in  progression  of 
neoplastic diseases.  Inhibition of c‐MET signaling may  impair cancer cell growth and at  the same 
time stimulate immune responses via relieving HGF/c‐MET induced immunosuppressive effects on 
mono‐macrophages  and  on  T  cells. We  demonstrated  that  the  c‐MET  tyrosine  kinase  inhibitor 
SU11274 or the neutralizing anti‐HGF moAb L2G7 (a kind gift from Galaxy Biotech, Sunnyvale, CA 
94089, USA)  counteracted  increased  CLL  cells  viability  induced  by HGF  treatment  or  after  co‐
culturing leukemic cells with specific stromal cells (BMSC, trabecular bone cells, the osteoblasto‐like 
cell line MG63 [21] and Figure 1). Our experimental results may thus suggest that c‐MET tyrosine 
kinase  inhibitors  could  be  successfully  utilized  to  induce  CLL  cells  death  as  well  as  to  block 
CLL/accessory cells interactions that support survival of the leukemic B cell clone (Figure 3). Indeed, 






tyrosine kinase  inhibitor SU11274  (1 μM)  in fact  induced cell death. Moreover  the  treatment with 
























and  BCR  signaling:  HGF  released  in  paracrine  and  autocrine  manner  within  the  CLL 







The  utilization  of  mesenchymal‐derived  exosomes  further  represents  today  a  novel  and 
emerging alternative chance of intervention to contrast cancer‐supportive microenvironments [94]. 
Exosomes are 30–120 nm membrane bound vesicles secreted naturally by almost all cells, both  in 































The  tumor micro‐environment has a pivotal  role  in promoting  tumor development. Stromal 






described  a  double  effect  of  HGF  leading  to  enhanced  survival  of  CLL  cells  but  also  driving 
monocytes/macrophages  toward an alternative M2 suppressor phenotype,  thus  facilitating  tumor 
evasion  from  immune  control. Our  findings may  thus  indicate  that  targeting  of HGF,  a  novel 
microenvironmental factor involved in CLL pathogenesis, could improve conventional therapies to 
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